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Efecto del medio nutriente y temperatura en el cultivo de Nostoc
del rio Cano, Alto Pert, Tacna, en condiciones de laboratorio

Effect of nutrient medium and temperature on the cultivation of Nostoc from the Cario River,

Alto Peru, Tacna, under laboratory conditions

Resumen

El Nostoc es una microalga con alto contenido proteico que crece de forma natural en las
zonas altoandinas; su cultivo en condiciones de laboratorio es necesario para establecer
parametros de produccion de su biomasa en laboratorio o en el mismo ambiente natural. En
este trabajo el objetivo fue determinar el efecto del medio nutriente y temperatura en el cultivo
del Nostoc en condiciones de laboratorio. El alga se colect6 de las aguas del rio Caflo, Alto
Pert, Tacna y se cultiv en el medio nutriente MACE en placas Petri con luz de fluorescente
a temperatura de ambiente (16,4-28,6 °C), hasta que se obtuvo colonias puras para su
identificacion y obtencién de in6culos con un mismo peso, para la experimentacién segtn el
diseno factorial experimental 2% con pruebas centrales, entre agosto y octubre de 2002, en la
que se emplearon los medios nutrientes MACE, BBM sin N y BBM, a temperaturas de 18°C,
24°C y de ambiente (8,6-24,6°C), para obtener como respuesta el crecimiento de colonia
con base en su peso himedo. El alga fue identificada como Nostoc commune; su cultivo en
el medio nutriente MACE, con mas baja concentracion de sales y a la mayor temperatura
de incubacion (24°C), mostr6 su mayor peso hiimedo (0,0579g) y porcentaje de proteinas
totales en peso seco de 25,38. El efecto del medio nutriente sobre el peso htimedo del alga fue
mayor que la temperatura.
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Abstract

Nostoc is microalgae with high protein content that grows naturally in the high Andean zones;
its cultivation under laboratory conditions is necessary to establish production parameters of
its biomass in the laboratory or in the same natural environment. In this work, the objective
was to determine the effect of the nutrient medium and temperature on the cultivation of Nostoc
under laboratory conditions. The algae were collected from the waters of the Caiio River, Alto
Peru, Tacna, and cultivated in MACE nutrient medium in Petri dishes with fluorescent light at
room temperature (16.4 - 28.6 °C), until pure colonies were obtained for their identification
and to obtain inocula with the same weight, for the experimentation according to the 2k
experimental factorial design with central tests, between August and October in 2002, in
which the nutrient media MACE, BBM without N and BBM were used, at temperatures of
18°C, 24 °C and room temperature (8.6 - 24.6 °C), to obtain as a response the colony growth
based on its wet weight. The alga was identified as Nostoc commune; its cultivation in the
MACE nutrient medium, with the lowest salt concentration and at the highest incubation
temperature (24 °C), showed its highest wet weight (0.0579 g) and percentage of total protein
in dry weight of 25.38. The effect of nutrient medium on algal wet weight was greater than
temperature.
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Introduccion

La microalgas constituyen una gran diversidad de grupos microbianos que incluyen las cianobacterias (Farias, 2020)
como el Nostoc (Aldave, 1989; Abdel et al., 2013) que fija nitrégeno atmosférico, enriquece ambientes pobres
de nitrégeno, contribuye con la formacién del suelo y aumenta el nitrégeno de los ambientes acudticos naturales y
ecosistemas terrestres (Belnap, 2000). Actualmente puede ser utilizado para atender la necesidad de produccién de
alimentos especialmente proteicos, mejora de suelos, conservacion de los recursos naturales, disminucién del costo
de fertilizantes nitrogenados, y produccién de metabolitos (Aldave, 1995; Abdel et al., 2013; Montoya et al., 2022;
Ramos et al., 2022). Estd ampliamente distribuida como otras (Montoya et al., 2022) con una composicién quimica
que biotecnolégicamente es proteina monocelular, por su elevado porcentaje de proteinas. En la parte andina del Pert
esta alga es consumida como alimento. Segtin Aldave (1989) posee 30% de proteinas, indice alto entre los productos
naturales, cuyo potencial nutritivo es igual al de la carne y la leche de vacuno, por lo que puede utilizarse para combatir
la desnutricion proteica de los pobladores (Acleto, 1973; Aldave, 1995).

El Nostoc tiene caracteristicas moleculares, morfoldgicas y fisioldgicas de procariota con tricomas embebidos en una
sustancia mucilaginosa amorfa comiin denominada vaina que es transparente y abundante en la superficie de la colonia,
pero con menor cantidad en su parte interna. Forma colonias macroscopicas con 6-10cm de largo por 4-5cm de
ancho con 1,5-2cm de espesor, folidceos, de consistencia gelatinosa cuando alcanzan el estado adulto (Aldave, 1989).
Generalmente, su reproduccion es por fisién binaria en un solo plano sin exhibir ramificacién verdadera; forma tricomas
cortos, flexibles y méviles denominados hormogonios, asimismo, heterocistos que pueden ser intercalares y aquinetos
solitarios o en serie a partir de células vegetativas. Los numerosos tricomas que presentan muchas veces entrecruzados
forman agregados gelatinosos o colonias esféricas, laminares o amorfas, delimitadas externamente por una membrana
semejante a una pelicula con mas de 5cm de didmetro. Las caracteristicas basicas que presenta en su ciclo de vida son
la fase hormogonica bien desarrollada o duradera, la fase de heterocistos terminales a partir de células hormogénicas
terminales posterior al establecimiento y cese del movimiento, y fase del desarrollo de aquinetos por diferenciacion de
una etapa intermedia de una célula vegetativa entre dos heterocistos (Dodds et al., 1995; Acleto, 1998).

En comparacién con otras algas resiste condiciones ambientales severas, ya que tolera extensos periodos de desecacion
en estado latente, siendo resistente a habitats extremos (Lennihan et al., 1993); sobrevive en habitat de escasos nutrientes
sin demasiadas exigencias nutricionales por su enorme capacidad de adaptacién a condiciones ambientales cambiantes
(Dodds et al., 1995). Es comtin encontrarlo en el hbitat terrestre y acuético, en tierras tropicales, en aguas frescas y en
el norte y sur de las zonas polares (Dodds et al., 1995).

El cultivo de Nostoc en nuestro pais, fuera de Tacna, ha sido reportado por Aldave (1989) y Tovar (1996), que muestran
el desarrollo del alga con altos contenidos proteicos, de forma natural en lagos dulceacuicolas, que en su mayoria
estan ubicados en la sierra peruana (Aldave, 1983), donde constituyen alimentos de los pobladores fuente de vitaminas,
proteinas y minerales (Aldave, 1971; Cabrera & Montecino, 1987); los factores que influyen en su cultivo son la luz, la
temperatura, la dureza de agua, el pH, el potencial redox y los requerimientos nutritivos (CO2, minerales Fe, Co, Cu,
Zn, etc. y vitaminas) (Uribe, 1997); por lo que, el éxito de su cultivo esta muy influenciado por la composicién quimica
de los medios nutrientes de cultivo que se utilizan y otros factores ambientales (Pei-Pei, 2017). En la naturaleza, el alga
necesita tomar del suelo cantidades importantes de macronutrientes (sales de N, K, Ca, P, Mg y S) y micronutrientes
(sales de Fe, Mn, Zn B, Cu, Mo, Co, etc.); asimismo, compuestos organicos en pequefias cantidades, como vitaminas,
aminoacidos y reguladores de crecimiento. En los medios de cultivo, las sales que generalmente se emplean son de
mayor cantidad macronutrientes (N, K, P, S, Ca, Cl, Mg) y de menor cantidad micronutrientes (Fe, Mo, B, Mn, Zn, Co,
Cu) (Ward & Parrish, 1983; Tovar, 1996).

El cultivo in vitro del Nostoc del rio Cafio sirve para obtener cultivos primarios de multiplicacién de sus colonias, ser
trasladados a un lugar de cultivo tecnificado y lograr su reproduccién masiva para la obtencién de materia prima de
biofertilizantes, alimentos, medicinas, etc. (Hao Jan Chu & Chao-Tsi Tsang, 1988; Bilger, 1994; Briones et al., 1997;
Ramos et al., 2022). En las zonas rurales del Alto Perti, donde se encuentra el rio Cafio, se podrian establecer industrias
para la produccién del Nostoc, generando empleo local, ademdas de alimento natural para los pobladores de la zona
(Paniagua, 1986).

En este trabajo el objetivo fue evaluar el efecto del medio nutriente y la temperatura en el cultivo del Nostoc del rio
Caiio, Alto Perd, Tacna, en condiciones de laboratorio, con el propdsito de obtener informacién base, para una posible
aplicacion e intensificacion de su cultivo en la obtencién de biomasa como proteina monocelular.
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Material y métodos

Coleccion e identificacion del material biolégico

El alga compatible a Nostoc fue colectado de los bofedales del rio cafio, Alto Pert, Tacna, zona alto andina,
ubicada a 17° 30" de longitud Oeste y a 4500 ms.n.m., en forma dirigida, directamente del cuerpo de agua
y de las zonas superficiales, con ayuda de una espétula, y depositandola en frascos transparentes de boca
ancha y en frascos con formol al 4 %. Se registré las caracteristicas del habitat, forma, color, consistencia,
mediciones de las colonias del alga, temperatura y pH del agua y colect6 500ml de agua para su analisis
fisico-quimico. Las muestras fueron trasladadas al Laboratorio de Biologia de la Facultad de Ciencias de la
Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann, Tacna, Perti, para la continuacién de la investigacién. La
identificacion del alga fue realizada por la Dra. Haydeé Montoya de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos. Los parametros evaluados del agua fueron temperatura, pH, conductividad eléctrica, sales de nitrato,
fosfato, sulfato, cloruro y carbonato (analisis realizado en el Laboratorio de la EPS-Tacna, febrero de 2002).

Obtencion del cultivo puro e indculos del alga

En el laboratorio, el alga fue lavada con chorros de agua fria para remover materiales extrafios de su
superficie, enjuagados con agua destilada varias veces, desinfectadas siguiendo los pasos de inmersion en
Benlate fungicida (0,05 g/50ml) por 10 min, enjuague en agua destilada (50 ml), inmersi6n en una mezcla
de lejia (10 ml) con agua destilada (40 ml) y Tween (1 gota) por 1 min, inmersién en agua destilada estéril
(50 ml), inmersién en nueva agua destilada estéril (50 ml), repeticién de la inmersién en nueva agua destilada
estéril (50ml) y cortada con un bisturi en su zona externa e interna del alga para conseguir porciones de
colonia que fueron colocadas y friccionadas suavemente entre las superficies de dos laminas portaobjetos
estériles para obtener una masa celular que fue depositada en una luna de reloj junto con gotas de agua
destilada estéril para la obtencién de una suspension, del cual se tom6 un inéculo con una asa de Kohl que se
sembro6 en zigzag sobre la superficie sélida del medio nutriente MACE (30 ml) contenido en placas Petri. La
incubacién se hizo colocando las placas en forma invertida dentro de una estufa provista de 2 fluorescentes
de 20 watts distantes 40 cm de las placas, a temperatura de ambiente (T amb.) (16,4 -28,6°C), durante 45
dias, entre los meses de febrero y marzo. Las colonias obtenidas fueron purificadas por cultivos sucesivos en
el mismo medio de aislamiento (medio MACE) con incubacién en estantes con fluorescentes de 40 watts y a
una distancia de 40 cm de las placas en cultivo. El cultivo puro fue enviado a la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos para su identificacion y utilizado para obtener varias colonias separadas como cultivos stock
que fueron mantenidos a 18 °C y de cada una de ellas se obtuviera por cultivo colonias con pesos similares
que constituyeron los in6culos experimentales.

Cultivo para el crecimiento algal segun disefio experimental

La experimentacion se hizo con base en el disefio factorial experimental 2* con pruebas centrales, entre
agosto y octubre del 2002, a 18°C, 24°C, y a T amb. (8,6-24,6°C), con los medios nutrientes MACE, BBM
sin N y BBM, teniendo como variable respuesta el peso himedo de la colonia de Nostoc como indicador de su
crecimiento, complementario al disefio de la experimentacion se hizo tres pruebas blanco en donde el medio
solido nutriente fue reemplazado por el Agar Agar (tabla 1).

Tabla 1

Disefio de la experimentacion para el crecimiento del Nostoc teniendo como indicador el peso htimedo
basado en tres niveles de temperatura y medios nutrientes, en condiciones de laboratorio

Disefia a escala codificada Disefio a escala natural
N° X X v Temperatura Medio nutriente Peso hiimedo
Experimento ! 2 °C) (2)
1 - - 18 MACE
2 + - 24 MACE
3 - + 18 BBM sin N
4 + + 24 BBM sin N
5 0 0 T amb. BBM
6 0 0 T amb. BBM
7 0 0 T amb. BBM
- 0 18 Agar Agar
P. blanco + 0 24 Agar Agar
0 0 T amb. Agar Agar
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NOTA: T amb: 8,6-24,6°C; valor minimo: -; valor central: 0; valor maximo: +; X : temperatura, X,: medio
nutriente; Y: peso himedo (g); MACE: medio de agua dulce para conservacién y ensayo; BBM sin N: medio basal
de Bold sin Nitrégeno; BBM: medio basal de Bold; P. blanco: prueba blanco con medio Agar Agar.

En cada experimento, con tres repeticiones cada uno, sobre el medio nutriente (30 ml) contenido en una placa Petri,
se colocé un indculo experimental de Nostoc que tuvo un peso de 0,0043 g. La placa se incub6 durante 30 dias a
una temperatura segun el disefio experimental, con exposicién diaria de 16 horas de luz blanca, proveniente de
fluorescentes de 40 watts, ubicada a una distancia de 40 cm de las placas en cultivo, y de 8 horas de oscuridad. Estos
mismos pasos se hicieron para las pruebas blanco. Las colonias obtenidas fueron pesadas en una balanza analitica
marca Chyo jk-180 para obtener el peso himedo del Nostoc con base en el promedio de sus tres repeticiones de
cada experimento o prueba.

Analisis estadistico

El procesamiento de los datos se hizo en el software Statgraphics plus para Windows version 4.1 para determinar
la influencia de la temperatura y del medio nutriente sobre el crecimiento del alga en relacién con su peso hiimedo
y el respectivo andlisis de varianza (ANVA) para la confiabilidad de los experimentos. La determinacioén del
porcentaje de proteina total del Nostoc se hizo empleando el método de Kjeldahl, tomando muestras de las colonias
cultivadas a 24°C en cada tipo de medio nutriente y en las pruebas blanco.

Resultados y discusion

El alga colectada fue identificada como Nostoc commune, con una morfologia macroscopica (figura 1y 2) y
microscépica (figura 3) variada, similares a las reportadas por Tovar (1996), Aldave (1989) y Dodds (1995); las
pequefiisimas colonias, obtenidas en su aislamiento, comparadas a las del rio Cafo es debido a la diferencia de
los parametros fisicos, quimicos y bioldgicos de las aguas del rio (tabla 2) y del medio de aislamiento (tabla 3),
las cuales determinaron un mayor tiempo de incubacién (30 dias) para el aislamiento del alga comparado con el
tiempo empleado por Aldave (1989) que utiliz6 otros medios donde la incubacién fue de 7-14 dias.

Figura 1
Estadios del N. commune recolectado del rio Cario

@€,

Nota: A) frasco “a”: estado juvenil, frasco “b”: estado intermedio, y frasco “c”: estado adulto; B) estado juvenil a mayor
aumento; C) cambios morfolégicos del estado juvenil; D) estado intermedio a mayor aumento; E) estado adulto a mayor
aumento

Figura 2
N. commune con diferentes formas en el medio MACE a 18 °C
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Nota: A) colonia tumultuosa con varias colonias entrelazadas (45 X), B) colonias de diferentes formas (30 X),
C) colonias formadas por aglomeracién de varias (30 X), D) colonias de bordes rugosos (60 X), E) colonias
de bordes lisos (60 X)

Figura 3

Fotomicrografias de cortes o squash de la colonia de N. commune

Nota: A) filamentos de células vegetativas y heterocistos (400 X); B) formacion de colonias por enrollamien-
to de tricomas para su posterior division (400 X); C) engrosamiento gradual de los tricomas para su posterior
divisién (400 X)

Tabla 2

Caracteristicas fisicas y quimicas del agua del rio Caifio de donde se obtuvo las muestras de N. commune

Sales (mg/l)

pH Tagua T amb. _ ) i § - C. elec. C.
0 o Yo7 PO, $0.7 cr Co," (ms)  sales mg/l)
6,2 6,5- 8,5- 1,8 0,28 13 10,38 NE 0,23 135,22
16,5 23,5

C. eléc.: conductividad eléctrica
C. sales: concentracion de sales

Tabla 3
Caracteristicas fisico-quimicas de los medios nutrientes para el crecimiento de N. commune
Medios pH NO3 PO SO,? C. eléctric. C. sales
nutrientes mg/l (mg/1) (mg/1) (ms) (mg/1)
MACE 6,2 40,28 1,89 18 0,38 223,41
BBM sin N 6,2 - 198,00 200 0,53 311,60
BBM con N 6,2 189,20 198,00 200 0,90 529,12

Los variados pesos hiimedos de las colonias de N. commune, se deben a su adaptabilidad a los diferentes medios
nutrientes, por lo que el mayor peso en el medio MACE a 24°C indica que se adapta mejor a un medio de baja
concentracion de sales sin nitrégeno que, segin Ward y Parrish (1983), sirve para un buen desarrollo de esta alga
y como medio de agua dulce para conservacion y ensayo, es decir, en la que puede desarrollar y sobrevivir sin
muchas exigencias nutricionales (Tovar, 1996), observable en las pruebas blanco (tabla 4).

El mayor efecto del medio nutriente sobre el peso del Nostoc determind un mayor peso hiimedo en el medio con
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mas baja concentracién de sales y a cualquier valor de temperatura cuyos pesos fueron menores, a pesar de que a
un aumento de esta variable hubo un incremento del peso (figura 4) (figura 5) (figura 6) (Dodds, 1995). Este efecto
se relaciona con el crecimiento del alga en las aguas del rio Cafio, habitat natural, que tiene una baja concentracién
de sales (figura 1) (tabla 2) en la que crece de manera parecida como hace en el medio nutriente MACE (figura 2)
(tabla 3). En este crecimiento, los medios nutrientes y la temperatura tuvieron efecto significativo sin diferencias
con un 95 % de nivel de confianza y una desviacion estandar de 0,0122513, segtin el analisis de varianza.

El contenido proteico en el Nostoc estuvo influenciado por el medio nutriente, similar al peso hiimedo, por lo
cual fue mayor en el medio nutriente MACE (tabla 3). Es probable que esto se deba a la mayor concentracién de
nitrégeno en el medio y a la capacidad fotosintetizadora y fijadora de nitr6geno de esta alga (Cabrera & Montecino,
1987; Aldave, 1971; Tripathi et al., 2012). Los diferentes valores proteicos obtenidos se explica por la variada
composicion quimica de los medios nutrientes, considerando que estos valores proteicos difieren a los encontrados
en otros medios nutrientes por Aldave (1989), Tovar (1996) y Tripathi et al. (2012).

Tabla 4

Peso humedo promedio de N. commune a 30 dias de incubacion, en tres niveles de temperatura y nutriente bajo
condiciones de laboratorio, entre agosto y octubre del 2002

N.o experimento Temperatura Nutriente Peso
°C) (8

1 18 MACE 0,0484
2 24 MACE 0,0579
3 18 BBM sin N 0,0360
4 24 BBM sin N 0,0402
5 T amb. BBM con N 0,0292
6 T amb. BBM con N 0,0298
7 T amb. BBM con N 0,0305
18 Agar Agar 0,0054
Prueba blanco 24 Agar Agar 0,0078
T amb. Agar Agar 0,0072

NOTA: T amb: 8,6°C-24,6°C; MACE: medio de agua dulce para conservacién y ensayo; BBM sin N: medio
basal de Bold sin Nitr6geno; BBM: medio basal de Bold

Figura 4

Efecto del nutriente y temperatura en el peso de N. commune

Figura 5

Efectos principales del nutriente y temperatura (°C) en el crecimiento (g) de N. commune
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Figura 6

Influencia del nutriente y temperatura (°C) en el peso (g) de N. commune en el disefio de respuesta en superficie

Tabla 5

Proteina total del N. commune crecido en tres tipos de medios nutrientes

Tipo de medio nutriente Proteina total (materia seca)
(%)
MACE 25,38
BBM sin N 21,88
BBM con N 24,50
Conclusiones

El alga recolectada de las aguas del rio Cafo fue identificada como Nostoc commune, su cultivo en el labo-
ratorio fue mejor en el medio nutriente MACE con mas baja concentracion de sales y a la mayor temperatura
de incubacion (24 °C), donde su colonia tuvo el mayor peso humedo (0,0579 g), con mayor porcentaje de
proteinas totales en peso seco (25,38). El efecto del medio nutriente sobre el peso hiimedo del alga fue mayor
que la temperatura, porque el peso obtenido en el medio con menos concentracion de sales fue superior al
mayor peso obtenido con la temperatura en su valor mas alto.

La obtencién del Nostoc en condiciones de laboratorio abre expectativas para su aprovechamiento en bene-
ficio de la poblacidn, con estudios complementarios podria obtenerse biomasa como recurso proteico para la
alimentacién, actualmente necesaria para los pobladores de la zona.
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